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·实验研究·

高声压脉冲超声空化作用对兔肝细胞水通道蛋白4及
钠钾ATP酶表达的影响

皋月娟 王 菲 董小小 高文宏

摘 要 目的 探讨高声压脉冲超声空化作用对兔肝细胞水通道蛋白 4（AQP 4）及钠钾ATP酶（Na+-K+ ATPase）
表达的影响。方法 将健康新西兰大白兔 41只随机分为空白对照组（n=5）及不同辐照时间组：T1组（辐照时间 1 min，
n=12）、T5组（辐照时间 5 min，n=12）及 T10组（辐照时间 10 min，n=12）；T1、T5及 T10组采用高峰值负压（P=2.0 MPa）
脉冲超声联合经静脉脂质微泡注射行肝脏超声辐照，随后获取肝脏组织标本；空白对照组仅行开腹手术获取肝脏组

织标本。免疫组织化学法观察各组 AQP 4及 Na+-K+ ATPase蛋白表达分布情况；蛋白免疫印迹法检测各组 AQP 4及
Na+-K+ ATPase蛋白表达量。结果 超声辐照后 T1、T5及 T10组 AQP 4及 Na+-K+ ATPase强阳性表达细胞均较空白

对照组数量增多、分布范围广泛；AQP 4蛋白表达量均较空白对照组显著增高，差异均有统计学意义（均 P<0.05），且

T1、T10组与 T5组 AQP 4蛋白表达量比较差异均有统计学意义（均 P<0.05），T1组与 T10组比较差异无统计学意义；

T5组和 T10组 Na+-K+ ATPase蛋白表达量明显高于空白对照组及 T1组，差异均有统计学意义（均 P<0.05），T5组与

T10组比较差异有统计学意义（P<0.05），T1组与空白对照组比较差异无统计学意义。结论 高声压脉冲超声空化作

用在引起正常兔肝脏组织水肿的同时可引起 AQP 4及 Na+-K+ ATPase蛋白表达量的增加，超声辐照时间的长短可影

响蛋白表达量。
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Effects of acoustic cavitation on the expression of aquaporin 4 and
sodium potassium ATP enzyme in rabbit hepatocytes

GAO Yuejuan，WANG Fei，DONG Xiaoxiao，GAO Wenhong
Department of Ultrasound，the 5th Center of Chinese PLA General Hospital，Beijing 100039，China

ABSTRACT Objective To investigate the effects of acoustic cavitation on the expression of proteins-aquaporin 4
（AQP 4）and sodium potassium ATP enzyme（Na+-K+ ATPase）in normal rabbit hepatocytes.Methods Forty-one healthy New
Zealand white rabbits were randomly divided into the control group（n=5）and three different irradiation time groups：T1 group
（irradiation time was 1 min，n=12），T5 group（irradiation time was 5 min，n=12）and T10 group（irradiation time was 10 min，
n=12）. Animals in T1 group，T5 group and T10 group were treated with high peak negative pressure（P=2.0 MPa）ultrasound
irradiation combined with microbubble.Liver tissue specimens were obtained after ultrasound irradiation. Liver tissue specimens
were taken by laparotomy in the control group. Distribution of AQP 4 and Na+- K+ ATPase in each group was observed by
immunohistochemical method，and expression of both protein was detected by Western blot.Results AQP 4 and Na+- K+
ATPase positive cells of treatment groups were more than those of control group.AQP 4 protein expression of T1 group，T5
group and T10 group were significantly higher than that of control group（all P<0.05）. Comparison between groups showed that
the expression of AQP 4 of T5 group was significantly higher than that of T1 group and T10 group（both P<0.05），while the
difference between T1 group and T10 group was not statistically significant.The expression of Na+-K+ ATPase of T5 group and
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肝脏是血管丰富且质脆易碎的腹腔实质性脏器，

严重的肝脏损伤引起的失血性休克致死率高达 4.0%~
11.7%。有效控制损伤肝脏的出血可降低手术治疗的

难度，为临床医师和患者提供更好的治疗条件。本

课题组前期研究［1-2］发现，在高声压超声辐照的同时

辅以血池内脂质微泡灌注，可引起肝细胞急性水肿，

继发的肝窦闭塞可显著降低甚至暂时性阻断肝脏局

部的血流灌注，使出血量及出血速率显著下降。上述

高声压脉冲超声辐照联合血管内微泡引起的超声空

化效应致肝细胞水肿的病理改变明确，但其与肝细胞

水肿相关蛋白之间的关系尚不明确。国内外超声治

疗研究［3-4］证实，低能量超声治疗可引起兔关节软骨

及滑膜上水通道蛋白（AQP）表达的降低、抑制兔骨骼

肌ATP酶的活性。但上述研究均未采用微泡增强超

声作用，关于微泡增强的超声空化作用对肝脏水分子

转运相关蛋白表达的影响，目前尚未见相关研究。本

实验以此为基础，采用高声压脉冲超声联合血管内微

泡注射对兔肝脏组织进行超声辐照后，检测兔肿胀肝

脏组织中 AQP 4及钠钾 ATP酶（Na+-K+ ATPase）表达

量的变化，探索其与超声辐照时间之间的关系，从而

进一步了解超声空化效应对肝脏组织水肿影响的作

用机制。

材料与方法

一、实验动物及分组

健康新西兰大白兔 41只，由陆军军医大学第二附

属医院动物实验中心提供［许可证号：SYXK（渝）

2017-0010］，雌雄不限，体质量2~3 kg，3个月龄。将其

随机分为空白对照组（n=5）及不同辐照时间组：T1组
（辐照时间 1 min，n=12）、T5组（辐照时间 5 min，n=12）
及 T10组（辐照时间 10 min，n=12）。本实验经陆军军

医大学第二附属医院实验动物伦理委员会批准。

二、仪器与试剂

1.主要仪器：使用CZ 960定制型脉冲式超声发射

仪（深圳市威尔德医疗电子有限责任公司），由主机、

连接电缆及声波发射探头组成，发射脉冲式超声波。

2.主要试剂：盐酸塞拉嗪注射液（陆眠宁Ⅱ，吉林

省华牧动物保健品有限公司），2%戊巴比妥钠（美国

Sigma公司，P3761），兔抗AQP4多克隆抗体（ab156924）、
鼠抗 N+-K+ ATPase单克隆抗体（ab7671）及辣根过氧

化 物 酶 标 记 二 抗（ab205718、ab205719）均 由 美 国

Abcam公司生产，“脂氟显”脂质包膜微泡（陆军军医大

学第二附属医院超声科自制）。

三、实验方法

1.辐照前准备：将健康新西兰大白兔称重后采用复

合麻醉方法麻醉。肌注盐酸塞拉嗪注射液 0.3 ml/kg，
待动物肌肉松弛后，经耳缘静脉建立静脉通道，静脉

注射2%戊巴比妥钠溶液约0.4 ml/kg，待动物角膜反射

基本消失后，将其仰卧位固定于动物手术台。腹部备

皮，上至胸骨柄水平，下至剑突下 10 cm处，两侧至腋

前线处。局部皮肤以医用碘伏溶液消毒，铺一次性无

菌手术巾。于剑突下沿腹中线逐层切开皮肤及腹壁

肌肉宽约 4 cm。将肝叶由腹壁切口轻轻拖出，置于腹

壁上。

2.超声辐照：选取暴露良好肝叶，将脉冲式超声发

射仪治疗头置于肝叶表面，探头与肝叶间置充足无菌

耦合剂并排出空气以保证良好耦合。经耳缘静脉通

道缓慢推注稀释的脂质微泡（0.2 ml/kg微泡以无菌生

理盐水稀释至 3 ml），同时按照分组分别辐照肝脏

1 min、5 min、10 min。脉冲超声参数设置为：工作波形

采用正弦波，探头频率1.07 MHz，脉冲重复频率100 Hz，
有效脉冲宽度 50 μs，峰值负压 2 MPa，工作/间歇时间

6 s/6 s。治疗结束后取适量肝叶组织于-80°冰箱保

存。空白对照组动物仅采用相同方法麻醉后，开腹取

适量肝叶组织于-80°冰箱保存。

3.免疫组织化学法观察 AQP 4及 Na+-K+ ATPase
蛋白表达：取待检测肝组织，抗原修复后加入 3%过氧

化氢溶液避光孵育 20 min，磷酸盐缓冲溶液（PBS）漂

洗后加入 3%牛血清白蛋白（BSA）室温封闭 30 min，先
后加入一抗及二抗，PBS漂洗，DAB显色液显色，复染、

脱水封片。低倍（×100）及高倍（×400）显微镜下观察

AQP 4及Na+-K+ ATPase蛋白表达分布情况，以细胞膜

T10 group were significantly higher than that of control group and T1 group（all P<0.05），while the difference between T1 group
and control group was not statistically significant.Expression of Na+-K+ ATPase in T5 group was significantly higher than that of
T10 group（P<0.05）.Conclusion Microbubble enhanced cavitation could increase expression of AQP 4 and Na+-K+ ATPase in
normal rabbit liver while induce liver edema，and ultrasonic irradiation time is closely related to protein expression.

KEY WORDS Cavitation；Microbubble；Aquaporin；Sodium potassium ATP enzyme；Liver，rabbit
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和/或胞质出现棕黄色颗粒为阳性。

4.蛋白免疫印迹法（Western Blot）检测 AQP 4及
Na+-K+ ATPase蛋白表达量：取-80°保存待检测肝组

织，研磨后加入匀浆液提取总蛋白，蛋白质定量法进

行蛋白浓度测定，蛋白上样量为 10 μg，行十二烷基硫

酸-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转至PVDF膜，加入含

5%BSA封闭液，室温摇床摇动封闭 1 h，加入一抗 4℃
过夜，抗体稀释液洗膜 3次，每次10 min，二抗室温作

用 1 h，抗体稀释液再次洗膜后，曝光及扫描。以

GAPDH 为 参 照 ，定 量 计 算 各 组 AQP 4 及 Na+- K+
ATPase蛋白表达量。

四、统计学处理

应用 SPSS 23.0统计软件，计量资料以 x±s表示，组

间比较采用单因素方差分析，两两比较行独立样本

t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、超声辐照后各组兔肝脏 AQP 4及 Na+-K+
ATPase蛋白分布

超声辐照后，T1、T5、T10组肝细胞出现不同程度

肿胀，表现为肝窦间隙变窄、消失，AQP 4及 Na+-K+
ATPase蛋白表达量均较空白对照组增加，表现为小叶

边缘及汇管区强阳性表达细胞数量增多、分布范围广

泛。见图1，2。

A：空白对照组，肝细胞膜及胞质内少量AQP 4蛋白表达；B：T1组，肝窦间隙变窄，肝细胞膜及胞质内可见AQP 4蛋白表达，阳性细胞数量较空白对

照组相对增多；C：T5组，肝细胞肿胀明显，肝窦间隙变窄/消失，大量细胞呈AQP 4蛋白强阳性表达；D：T10组，肝细胞肿胀明显，肝窦间隙变窄/消失，

AQP 4蛋白强阳性细胞数量明显增多

图1 超声辐照后各组兔肝脏组织中AQP 4蛋白（箭头示）表达情况（免疫组织化学染色，×400）

A B C D

A B C D
A：空白对照组，肝细胞内可见Na+-K+ ATPase蛋白弱阳性表达；B：T1组，肝窦间隙变窄，Na+-K+ ATPase蛋白表达阳性细胞分布范围较空白对照组广

泛；C：T5组，肝细胞肿胀明显，肝窦间隙显著变窄/消失，大量小叶边缘细胞呈Na+-K+ ATPase强阳性表达；D：T10组，肝细胞肿胀明显，大量细胞呈

Na+-K+ ATPase强阳性表达

图2 超声辐照后各组兔肝脏组织中Na+-K+ ATPase蛋白（箭头示）表达情况（免疫组织化学染色，×100）
二、超声辐照后各组兔肝脏 AQP 4及 Na+-K+

ATPase蛋白表达量比较

超声辐照后，T1、T5、T10组AQP 4蛋白表达量均明

显高于空白对照组，差异均有统计学意义（均P<0.05），

且 T1、T10组AQP 4蛋白表达量与 T5组比较差异均有

统计学意义（均P<0.05），T1组与 T10组比较差异无统

计学意义；T5组和 T10组 Na+-K+ ATPase蛋白表达量

明显高于空白对照组和 T1组，差异均有统计学意义

（均 P<0.05），T5组与 T10组比较差异有统计学意义

（P<0.05），T1组与空白对照组比较差异无统计学意

义。见表1和图3。

表1 超声辐照后各组兔肝脏AQP 4及Na+-K+ ATPase
蛋白表达量比较（x±s）

组别

空白对照组

T1组
T5组
T10组

F值

P

AQP 4/GAPDH
0.20±0.01
0.26±0.03*
0.34±0.04*#
0.27±0.05*△
13.751
<0.05

Na+-K+ ATPase/GAPDH
0.23±0.03
0.26±0.04
0.34±0.05*#
0.30±0.03*#△

9.425
<0.05

与空白对照组比较，*P<0.05；与 T1组比较，#P<0.05；与 T5组比

较，△P<0.05。AQP 4：水通道蛋白 4；Na+-K+ ATPase：钠钾 ATP酶；

GAPDH：内参
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空白对照组 T1组 T5组 T10组

AQP 4

Aa+-K+ ATPase

GAPDH

48 Kd

115 Kd

36 Kd

图 3 Western Blot 检测超声辐照后各组兔肝脏 AQP 4 及 Na+- K+
ATPase蛋白表达量

讨 论

空化效应是超声的主要生物学效应之一，指液体

中的微气泡在声压作用下产生的周期性震荡、膨胀甚

至内爆的过程［5］。当体内含有大量外源性空化核（如

微泡造影剂）时，空化的阈值降低、强度增加［6］。微泡

增强超声空化效应已引起国内外研究者的广泛关注，

目前相关研究方向包括超声空化溶栓［7］、止血［8］、肿瘤

物理疗法［9］、基因转染［10］等。Zhao等［2］研究证实，高声

压脉冲超声辐照联合血管内脂质微泡注射可产生血

流阻断效应，引起辐照区域肝细胞急性水肿及继发性

肝窦闭塞，该效应对肝脏的急性止血效果佳。在此基

础上，本课题组前期研究［1］对空化效应致肝细胞肿胀

的相关声脉冲参数进行了深入探讨，发现高峰值声压

（2 MPa）脉冲超声辐照正常兔肝脏后，辐照区域肝组

织肿胀，超声造影显示其血流灌注量下降、血流速度

减缓，该处血流下降效应随时间延长逐渐恢复。

值得注意的是，上述实验设置了1 min、5 min及10 min
3个不同时长的超声辐照组，其辐照时间最长相差

10倍，然而造影结果却证实，超声辐照时间的长短对

血流下降效应无显著影响。考虑到各组间累积声能

量有显著差异，因此本实验进一步观察了微观层面上

细胞水分子转运相关蛋白的表达情况。

AQP和Na+-K+ ATPase均为维持细胞内外水平衡

的重要分子。AQP是一组对水有高选择性的细胞跨

膜转运蛋白，在细胞膜上形成四聚体，每个单体均包

含一个独立的水性孔道［11］，其所介导的自由水快速被

动的跨生物膜转运是水进出细胞的主要通道，缺血及

细胞内外离子分布的失衡均可上调组织内AQP 4蛋白

的表达［12］，从而引起水分子进入细胞内增多，导致细胞

水肿。Na+-K+ ATPase存在于真核细胞膜上，主要功能

为调节钠离子、钾离子的跨膜转运，维持正常情况下

细胞内外钠、钾离子的浓度梯度，从而保持细胞内外

渗透压的平衡［13］。本实验经免疫组织化学观察及

Western Blot检测结果显示，微泡注射联合高声压脉冲

超声辐照后，辐照区域肝细胞均表现为不同程度的肿

胀，且各超声辐照时间组AQP 4蛋白表达量，以及T5组
和 T10组Na+-K+ ATPase蛋白表达量均较空白对照组

显著升高（均 P<0.05），提示高声压脉冲超声空化

作用可引起肝细胞水平衡相关蛋白表达量的增加。

推测其原因为在高声压脉冲超声辐照下，血池内微泡

产生的强烈瞬态空化作用会引起邻近细胞膜的空化

损伤，导致声孔形成，引起细胞内外渗透压和离子浓

度的失衡，从而上调 AQP 4及 Na+-K+ ATPase的蛋白

表达量。

进一步的组间比较结果显示，当辐照时间仅为1 min
时（T1组），AQP 4蛋白表达量（0.26±0.03）较空白对照

组（0.20±0.01）即已显著升高（P<0.05）；辐照时间延长

为 5 min时（T5组），其表达量进一步升高（0.34±0.04），

与 T1组和空白对照组比较差异均有统计学意义（均

P<0.05）；而当辐照时间为 10 min时（T10组），AQP 4表
达量（0.27±0.05）较 T5组反而有所降低，与 T1组比较

差异无统计学意义，其蛋白表达随辐照时间延长呈先

升后降的趋势。与AQP 4相似，Na+-K+ ATPase蛋白表

达量也随辐照时间延长呈先升后降的趋势，在辐照时

间为5 min时（T5组）蛋白表达量（0.34±0.05）较对照组

显著升高（P<0.05），辐照 10 min时（T10组）其表达量

（0.30±0.03）亦有所降低，且与T5组比较差异有统计学

意义（P<0.05）。表明超声辐照时间的长短对AQP 4及
Na+-K+ ATPase蛋白表达量的影响不同。结合前期研

究［1］结果发现，辐照仅 1 min的高声压脉冲超声辐照不

仅可引起肝脏组织显著肿胀、血流灌注量下降、血流

速度减缓，同时可上调AQP 4的表达。随着辐照时间

的延长，肝脏组织血流灌注量变化无显著差异，但

AQP 4及Na+-K+ ATPase蛋白表达量有显著变化，在辐照

5 min时（T5组）蛋白表达量较空白对照组及T1、T10组
均显著升高（均 P<0.05）。推测可能与肝脏特殊的组

织结构有关。声孔效应动力学研究［14］表明，微泡震荡

所诱导的声孔效应程度取决于微泡到细胞之间的距

离，且当微泡与细胞间距离<5.5 μm时，微泡的数量与

声孔效应的程度呈正相关，随着微泡空化数量的增

多，声孔效应由可逆转为不可逆。肝脏作为人体重要

的代谢器官，为了保证快速充分的物质交换与代谢，

肝细胞排列为肝板，每个肝细胞均有两个面紧邻肝血

窦的毛细血管，使得进入血液循环的微泡可以与血管
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内皮细胞及肝细胞紧邻，因此空化效应容易在肝细胞

膜上产生声孔，短时间的超声辐照即可引起肝细胞内

外的离子失衡，从而引起显著的水平衡相关蛋白表达

上调和肝细胞肿胀。然而由于肝细胞排列紧密、组织

间质成分少，因此其肿胀程度有限，即使辐照时间延

长，其肿胀程度及组织血流灌注量亦无显著差异。然

而对于水平衡相关蛋白而言，长时间的组织灌注缺血

状态可能导致细胞进一步缺氧，反而使蛋白表达量降

低。提示长时间的高声压脉冲超声辐照可能引起组

织代偿调节能力的下降。

综上所述，微泡联合高声压脉冲超声辐照可显著

上调肝脏组织内两种水分子转运相关蛋白 AQP 4和
Na+-K+ ATPase表达量，且辐照时间对蛋白表达量有影

响，辐照 1 min即可显著上调水通道蛋白表达量，随着

辐照时间的进一步延长，AQP 4及Na+-K+ ATPase蛋白

表达量呈先升后降的趋势。但本实验未进一步探索

上述水平衡相关蛋白表达量与肝脏组织肿胀程度间

的关系；此外，未检测肝细胞凋亡相关蛋白的表达，且

未进一步阐述辐照时间长短对肝细胞损伤的影响作

用。待以后实验研究的进一步完善。
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